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論　文　内　容　要　旨
〔日　的〕
糖尿病性腎症の病理組織学的特徴の一つにメサンギウム領域の拡大がある。このメサンギウム
の拡大は糖尿病性腎症の早期より出現し、進行すると隣接毛細血管の閉塞を引き起こし、糸球体
機能を低下させる重要な病変と考えられており、生化学的には主としてⅣ型コラーゲンの蓄積に
よるとされている。
我々は既に、糖尿病状態においてメサンギウム細胞の機能異常が生じていることを報告した。
本細胞はメサンギウム領域のコラーゲン代謝に関与していることが知られており、糖尿病状態に
おいてメサンギウム細胞のコラーゲン代謝経路にも何らかの異常が生じている可能性が考えられ
る。
そこで、本研究では、メサンギウム拡大の発生執事を明らかにする目的で、ラット培養メサン
ギウム細胞のⅣ塑コラーゲン量を定量的に評価すると共に、高糖濃度の影響について検討を加え
た。
〔方　法〕
抗体作製及び測定系に用いたラットⅣ型コラーゲンの抽出及び精製は、Mayneらの報告に準
じ、NaClを用いた分別沈激法にて行った。得られたⅣ型コラーゲンの純度はSD S－
polyacrylamidegelelectrophoresisにて確認した。Ⅳ型コラーゲン抗体は、上記の方法にて得
られた精製Ⅳ型コラ～ゲンとFreund’s completeadjuvantを混合し、家兎に皮下注射すること
により作製した。測定系には、免疫家兎抗血清より抽出したIgG分画を使用した。なお得られ
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た抗体のスクリーニング及びⅣ型コラーゲンの測定には、Rennardらの報告に基づいたenzyme
linkedimmunosorbent assay（ELISA）を用いた。
メサンギウム細胞の培養は、Keisbergらの方法に準じて行い、同定は、既報の生化学的、形
態学的方法にて行った。
上記の方法により得られたメサンギウム細胞をコントロール群（5．6mM glucose）、高糖濃度
群（27．8mMglucose）、浸透圧を高糖洩度と同じに調節したマンニトール群（5．6m glucose、
22．2nlM mannitol）む3群に分けて培養し、・4日、6日、8日、12日目に培養液を交換し、回
収した培養液中、及び4日、6日、8日、12日目の細胞分画中Ⅳ型コラーゲンを測定した。同
時に細胞蛋白及びDNA量も測定した。
〔結　果〕
今回用いた測定系においては、他のタイプのコラーゲンとの交叉性は認められず、Ⅳ型コラー
ゲンは1－50〟g／融の範囲で測定可能であった。
培養メサンギウム細胞の蛋白及びDNA量は4－8日目にかけて直線的に増加し、細胞が
confluentに近づいた8日目以降は、その増加度は著明に低下していた。
メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン量は培養液中に分泌されたものが、細胞分画中に比し約3－
6倍多く認められ、培養液中及び細胞分画中のⅣ型コラーゲン量は、細胞蛋白の増加と同様に、
5－6日目に最も多く、細胞がconfluentに近づくに従い低下する傾向が認められた。更に、高
糖濃度条件下に細胞を脾置することにより、Ⅳ型コラーゲン累積量（分泌及び細胞分画中）は、
4日－12日の全ての時点で、他の2群に比し有意な増加が認められた。
〔考　察〕
培養メサンギウム細胞がゴラーゲンを産生することは既に多数報告されている。しかしコラー
ゲン量を定量的に検討した報告は少なく、培養メサンギウム細胞で高糖濃度の影響を検討した報
告は見あたらない。今回我々は、高糖濃度条件下で分泌及び細胞分画中コラーゲンを含めたⅣ型
コラーゲン累積量が増加することを報告した。この増加の機序に関して、Caglieroらは培養内
皮細胞を用小、高糖濃度条件下でⅣ型コラ「ゲンmRNAが増加していることを報告しており、
今回も同様の機序に基づいている可能性も考えられる。更に、我々が既に報告したように、高糖
濃度条件下では培養メサンギウム細胞でソルビトール蓄積、ミオイノシトール含量の低下等の代
謝障害が生じており、これらの異常がコラーゲン代謝にも何等かの影響を与えている可能性も考
えられる。いずれにせよ、今回の我々の検討から、糖尿病状態におけるコラーゲン代謝異常にメ
サンギウム細胞の機能異常が強く関わっていることが示唆され、▼今後より詳細な検討が望まれ
る。
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〔結　論〕
高糖濃度条件下において、メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン累積量が増加し、これが糖尿病
性腎症における糸球体細胞外基質の増加に関与していることが示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
し
本研究は、糖尿病性腎症における糸球体メサンギウム領域のⅣ型コラーゲン蓄積機序を解明す
る目的で、培養メサンギウム細胞を用い、高糖濃度条件下におけるⅣ型コラーゲン代謝の変化を
検討したものである。
SD系ラットの腎臓及び肺より精製し：たⅣ型コラーゲンに対する家兎抗Ⅳ型コラーゲン抗体を
作成し、酵素抗体法によるⅣ型コラーゲン測定系を確立した。次いで、本測定系を用い、メサン
ギウム細胞の培養液及び細胞分画中Ⅳ型コラーゲンを測定したところ、Ⅳ型コラーゲン累積量は、
高糖濃度条件下でグルコースの濃度依存性に増加していた。しかも、浸透圧を等しくする目的で
マンニトールを添加した場合は、Ⅳ型コラーゲン累積量に変化が見られなかったことから、グル
コースの効果は浸透圧の上昇を介していないと考えられる。更に、この高糖濃度条件下における
Ⅳ型コラーゲン累積量の増加は、ポリオール蓄積を阻止するとされるアルドース還元酵素阻害剤
添加により完全に阻止された。
以上の結果は、糖尿病性腎症におけるメサンギウム領域のⅣ型コラーゲン蓄積に、高糖濃度条
件下におけるメサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン代謝異常が関与していることを示唆している。
更に、ポリオール経路の元進がこのⅣ型コラーゲン代謝異常の発生に深く関連する可能性を示し
たことは興味深い。
したがって、本研究は医学博士を授与するに値するものと判断された。
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